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Sununary 
An inhibitory component of dopa-c如何omcformation in the oxidation of L-tyrosine 
catalyzed by tyrosinasc was extracted in water soluble form from human placenta. 
The cxtract， from which protcins and nuclcic acids wcre removcd， was found to in縛
hibit thc formation of dopcトchr羽 nc. The type of inhibition was indicated to be thc samc 
as that of inhibition with L刷cysteinc.
Thc inhibitory componcnt in the extract 問 actcclwith both nitroprussidc ancl diazo 
rcagents on thin laycr chromatography with silica gel. The Rf value of the com-
ponent was the samc as that of ergothioneine. A reaction procluct of the component and 
alloxan gave a maximum-absorption at thc wave lcngth of 265 mμ， which coincided in 
position with that of the reaction product of crgothioneinc and alloxan. 
緒言
人胎殺71<可淡性成分 rl~ に，メラニンの生成てと1lI1 Il:する物質が存在することは経験的に認められ
ていたが，その本質については今日まで知られていない.そこでその本体を切らかにするために
この実験を行なった.メラニン色一議生成に関する研究は，チロシン， ドーパーなどの恭質にチロ
シナーゼが作用して形成されるいわゆる合成メラニンについて多く行なわれているが，生体メラ
ニン形成に関しては不明の点が多い.しかし皮府のメラニン形成がチロシナーゼ活性触媒による
ものであろうということは磁々の実験で確かめられている.若者らは人J合盤水可溶性成分iゃにメ
ラニン生成の中間体といわれる Fー パークロームの生成を阻止する物質が存在するかNかを追究
した結果，その本体は，生理活性が今[]-;主でI切らかにされていなくて，その構造はすでに知られ
ているヱルゴチオネィンであることをli(めた.
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I 試薬ならびに実験方法
1. ぷ;躍の調製
1) Lチロシン溶液:0.3mgのチロシン給品を 1mlの2謀術水に溶解したもの.
2) チロシナーゼ誇予選溶液 Mashroomからお11:l精製されたチロシナー -li'*li品(シグマ社製)
1mgを1mlの蒸潟水に溶かしたもの.
3) 緩衝溶液:McILvALNE絞術総波 (pH6.8). 
4) チロシンーチロシナーゼ反応系阻5剤:フエニールチオj求ぷ， システィンなよび人)J合鍛
(プラセンター)7J<可熔性成分を供試.
2. 実験方法
1) ドーパークローム生成によるチロシナーゼ活性の測定方法ならびに反応i批1:剤の反応阻止
n寺I¥Jの測定方法
Pomeranzの方法1)を改変して，次のように行なった.
チロシン溶液にチロシナーゼ、と阻止行iJをi削除に-";E条件下で添加するとIm.Jl:剤の極翻心、よびそ
の濃度に応じて一定時間後にメラニンの前駆物質ーである赤色のドーパーク口一ムの!I:.Jぷが始まる.
このドーパークロームの生成f訟を反応時1mと共に求め，チロシナーゼ活性を測定し比絞した. F 
ーパークロームの赤色皮は 475mμ で測定した.すなわちセノレにチロシン裕液 1ml，緩衝溶液 1ml
bよびi汎Jl二剤 0.9mlを入れて 350Cの悩滋水槽'j1に10分間，インキュベートした後，ただちにチ
ロシナーゼ、溶液 O.lmlを添加してよく撹1，L，ただちに分光光)支計にセット L475mμ で吸光度
を終i時的(分単位) に測定した. なふ、反応l狙1:1寺IJは， それぞれの反応州総の銭線と反応時間
(分)てと示す横~qll との交点の示す数依をもって表わすことにした.
2) ニンヒドリン比色定題;法
試料溶液 1mlに2;ぢニンじドリン溶液 1ml，pH 5の絞街溶液 5ml~加え，が1I騰水r! 1 で 20 分間
加熱し冷却後 570mμ で比色した.
n 実験結果および考察
1. チロシナーゼ、の最適 pH.1"，よび;最適使用;抵の決定
上述の測定方法で:'IU1J::剤の代りに蒸溜水を 0.9ml使用し pH4-8の反応漆液をつくり，これ
らを 350Cにインキュベートした後にチ口シナ--li'溶液 O.lmlを添加，それぞれの活性曲総を求
めて Fig.1 の結果を符l~こ.この閣で llfJ らかなように pH 6.8にかける Fー パークロームの生成
滋が;絞高であった.すなわちこの反応条件下にかけるチロシナーゼの最適 pHは6.8であった.
つぎに反応溶液の pHを6.8，反応滋皮を 350Cとした;場合のチロシナーゼの最適使用設を求めた.
チロシナーゼ(結晶) 0.05mg i>'よび O.lmgを使用した場合のドーパークロームの生成盛を比
絞したところ O.lmg を使用した場合の反応的線がN.1Zの追跡に最も好都合で、あることがわか
った (Fig.2). したがってチロシナーゼは， 1mgチロシナーゼ、/lmlの濃度の水溶液を O.lml使
用することにした.
2. フヱニーノレチオ尿Jk;J一、よぴシスティンの Fー パークローム生成阻止作用について
1) フエニーノレチオ尿素
ブエニーノレチオ尿3誌はチロシナーゼ活性を1:阻害する物質として知られている.そこで反応溶液
中の該物質の合殺をそれぞれ0.1，0.5 i>'よび lγ とした場合のチロシナーゼ、活性曲線を求めて
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Fig. 1 lnf1uencc of pH on TYl'osinasc Activity. 
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Fig. 2 Rcaction Curvc of Activity for diffcrent Concentration ()fγyrosinase 
incuvatcd to 350C at pH 6.8. 
1; Tyrosinase: O.lmg 
2; Tyrosinase: 0.05 mg 
Fig.3で示されるような反応曲線2，3むよぴ4を得た. 1 はm止剤 1l!~添加の場合のチロシナー
ゼ活性曲線である. この捻iで切らかなようにブヱニーノレチオ成主誌の濃度が両立るにつれて各山総
の傾斜が緩やかになることはチ口シナーゼの以応迷)交の低TをIljらかに示している.
2) システィン
システィンがドーパークローム生成阻止作用を示すかどうかについては今日まで何もま1られて
いない.著者の一人(藤:)1:)はシスティンがカノレボニーノレ化合物に反応する災験を数例行なって
bり，チロシンの場合，これがドーパークロームへの酸化の過程にかいて Fー パーを径て >CO
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2去を 21間有する 1<'ー パーキノンの生成が行なわれるので，これらの物質に対するシスティンの反
応が考えられる. 反応波放のシスティン合fitをO.Lto' よび 0 ， 5γ としたとされ子られた皮Lè~IlI線を
Fig.4 で示した.反応IUH~~2ふ、よび3はO.Lto'よび 0.5yシスティン添加の場合の反応IUI総で， 1 
はシスティン 11l~添加の場合の反応 111ぽ~Rである. 2と3の1総は 1にふ、けるIHl線と異なり，システ
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Fig.3 InH江enceo[ Phenylthiourca on Tyrosinasc Activity. 
1: Reaction Curvc o[ Tyrosinase in thc Abscncc of 
Phcnylthiourca 
2， 3， 4; Rcaction Curve of Tyrosinasc in the Presencc 
ofPhenylthiourea 0.1， 0.5， ancll.O，ug respectively. 
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Fig. 4 InHuenc巴ofCystcine on Formation of Dopachromc from Tyrosinc. 
1: Rcaction Curvc of Tyrosinasc in thc Absence of Cysteine. 
2， 3; Rcaction Curvc of Tyrosinase in thc Prescncc of Cysteinc 0.1 
ancl 0.5，ug rcspectivcly. 
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ィンの波皮に応じて I~ ーパークロームの生成を一定時間完全に阻止している.その後はいづれも
1，"ーパーク口一ムの生成が始まるが，その反応迷i皮はシスティンの添加.tJIに関係なく一定で，シ
スティン無添加1の対照の反応速度 CJJ1J k~~1 )と1ft]じであることを示した.
このことはアエニールチオ以来とシスティンが Fー パークローム住成に対する反応の{土方が必
ノi三的に災ることをtJミすものである.すなわちフヱニーノレチオY1e京はその総!立に応じてチロシナー
ゼ活性を1>1得する結果，反応:iiliJ交の低下がふ、こる.これに対してシスティンはチロシナーゼ‘活性
には何らの影響をあたえず， )1~1立チロシンの際化生成物一恐らくドーパキノンーと反応してこれ
を反応系外へ潟くことにより，それ以後の化学変化が限止される，その結来ドーパクロームの生
成が阻止され，次にシスティンが消貸された時点からドーパークロームの生成が始まる.そして
その反応迷度からみてシスティンはチ口シナーゼ、活性に何らのi影響も与えないことがIJらかとな
った.以上の災験からメラニンt成mtl:.加には 2つの異なる fl'Jfl機イ乍を有するものが存在す
るといえる.
3. プラセンターお111物 CPEとl絡す)の Fーパークローム生成mJJ:作用について
1) PE試料の調製
PEとは1I合機より水可溶性指IIH物言':1U~ ，これから可及的除滋 i士!した後， 濃縮した総波をいう.
2) PEのドーパクローム!J:.J必:n.Il:作m 1)の試料 0.1，0.3;1;;、よび 0.5mlを試験試不?とし
て常法通りにして反応Jlh線を求めた結果，その反応1U1JI二時間(分)は濃度に比例して大きくなり
皮応阻止の製はシスティンの場合と同様，一定lP.'fliJlifltlこがみられた後ドーパークロームの生成が
始まる.そしてその反応速度は試料世話添加!の滋合の反応速度とi可ーとなった.その結」廷の一・例を
Fig.5に示した.この実験では PEを0.1，0.3;1;;、よび 0.5mlと精力目するにつれ反応阻止時間は
4， 8. 7 j~' よび11.8分と民くなっている.以 i二の事実から PE にはシスティン分子と i可じ SH )j~ 
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Fig. 5 Inf1ucncc of Inhibitioll Facto1' in HUl11an Placcnta (PE) on Formation of Dopachl'Ol11c 
f1'ol11 Tyrosinc. 
1: Rcaction Curve of Tyrosinasc in the Abscncc of PE. 
2，3，4; TミeactionCurvc ofTyrosinase in the Prescnc:e ofPE 0.1， 0.3 and 0.5pg rcspectivcJy. 
100 仏:1'~大'学践を子':.総 Hl !:i} 36ーな (1974) 
を有する化合物の存在を推定できる.なか還元性を示すとドロキノン，アスコノレピン散もシステ
ィン裂と同じl'lLIl:1防総を示すことをう、日ったのでこれサ;の存ど1:について検ふl'したところいつ。れも存
在しなかった.
4. F ーパクローム形成1!l1 t1:物質の諸'~l: í"1
1) "行委lWEiJl過伎について
Tabe 1.の試料を半透膜 (Seamlesscellulose tube)に入れ水道水1"で481時間透析を行なった.
そして遊析!限処裂後のチューブ内液(処取前の液の2倍;ほとした)を試験溶液とした.処華日前
の試料溶液 O.lml，処理後の試験総液 O.2ml~と阻止剤として使用し他の条件は前と金〈同様にし
て史験てと行ない， Fig.6のような紡来を得た. この災験結来で示されるように O.lml添加の限
1:効果は6.5分であったのに比べて透析後の試料ではほとんど11.1:効果がみられなかった.
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2) IjlIl:物質の SephadexG-25による分ii!ii
Sephadex G-.25を光喫したカラム (2x80cm)に試料 15mlてと添加1L，治Hl液として7./<を使別，
流:Iili1ml/minで流し，5ml宛分泌し各泌分 1mlについてチロシナーゼ、活性阻止1初日jを測定し，
同時に同一分}臨む試料についてニンヒドリン反応を検しその虫色皮てと求め Fig.7のような結果を
得た.この間で示される通りブラクション2番号 25(117ml)を頂点として 90-135mlの!切に阻止
物質は総出され，それはアミノ酸のニンヒドザン没色皮と一致した.このことはアミノ酸の最多
溶I1iIR分と同じ位泣にIiLll上物質も熔I"Ilされることを示している.1)かよび2)の災験結栄から PE
Iやの Fー パークローム生成IUL.lと物質は透析j践を通過し， Sephadex G--25分il!iにより i死去nアミノ
般と間一回分に溶Hlされる比絞的分子況の小ざい物質であろうと挽定された.
3) 阻止物質の化学的諸佐賀について
Sephadex G-25 (カラム:2x80cm)にサンプノレ 1mlを通じ極大の阻止作用を示す関分てと符，
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これを γ ミノ般 rl 働分布í':6~にかけてリジン，ヒスチジン， γ ノレニドニン，アスパラギ、ン|殺，スレオ
ニン，セリン，グルタミン綬，プロリン，グリシン，アラニン，パリン，メチオニン，イソロイ
シン，ロイシン，フエニーノレアラニンなどを検出した.そしてこれらについてr:tl.1:作JIの有1誌を
検討したがいづれも1m.Jl:作用をぷさなかった. しかし試料はニトロプノレシッ F反応|お伎を示した
ので， SH 1去を有する化合物の存花は(<Iiかである.そこでアロキサン (a¥loxan)~ pH 7.4， 350C 
で10分間反応させた後各波長に応ずる O.D.を測定したところ ，265mpに極大吸収をノjミす物問の
存在を{前it悲した. 生体'11に遊詩If:状態;でね犯する SH 化合物として二号えられるものは光づシステ
イン，グ、ノレタチオン(還}G烈)ふ、J:ぴコ二ノレゴチオネィンなどであり，これらの純撚11もf号られて
いるのでこれらの総111?とアリキサンと以Lぶさせて O.D. ~iJ!IJ定したがf :lt~，システィンはいかなる
波長にも総火i吸収をぷさず，グノレタチオンは 305m(1に紙大吸収を示したが，こにノレゴチオネィン
は 265mμ に媛大I吸収を泌すというが尖をま1った. 1f. j;こ試料のiJ，引所クロマトグラムな求め，これ
にジアゾ試薬をi償援して武色のスポット?と得た.このスポットの Rfはエノレゴチオネィン総品の
スポットの Rfと同じ自i'fてと示した.Fig.8はその品古来なノjミナ， Fig，8にお、いてとスチジンは試料
と:1:<同じ Rf-:tr示したが，モノヨード酢酸 ~cr' め添加した羽合，添加しない場合それぞれの試
料とアロキサンとの反応による O.D.のj史スベクトノレから19Jらかに試料"1にヱノレゴチオネィンの
'1、'alωblc1仁， Cωhe 日凶1icalProp刊川eα灯r吋.
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日cincancl Human Placcnla Exlracl. Dcvclopcr: n-Bulanol: Accli(町
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2: N-NaOH 
存寂することを確認した.さらに試料，エノレゴチオネィン，システィン，グノレタチオン，ヒスチ
ジンならびにチロシンなどについて4予約虫色試薬，アロキサンとの反応，ドーパークローム俊成
HI. IIこの !í~式ならびに l:fI.'，l{-のイî1H~を検討し Table 2.の結以をf!Jた.この去でlリjらかなように試料
の議反応はエノレヅチ寸ネィン七.~~ Ili1)のノJミナそれと'Iミく":¥iy:lている.すなわち vー パ…ク口一 l、住
成J:l1. II'.作用を示す給総成分は~L.ルゴチ寸ネィンであることを{泊:認した.
総括
人胎機水可溶性成分中にメラニンのrl:!r話j生成物ドーパクロームの生成をl:rl.!l二する物質が草子在す
ることを機認した.そこでこの7.l<f1u:\試料について除蛋 I~I ，除絞搬を行ない，得られた粗試料に
ついて Fーパクローム俊成阻止試験を行なった紡来，システィンと会く悶じ貯L11:作用君主式を示す
ことが判った.ニトロプノレシッド反応は陽性であり，シリカゲノレ薄j爵クロマトグラフィーにより
符たスポットはジアゾ反応陽性で，その双fは級品二Eノレゴチオネィンのそれと全く向ーであった.
またアロキサンと反応して 265mμ に紙大吸収を正式し，それは標品工ノレゴチオネィンとアロキサ
ンの反応により示される極大吸収と全く一致した.
この研究を行なうにあたり郡々御協力いただいたみ;学部研究住石1~t:夜子氏へ泌立を表する.
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